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研究目的
本研究では，食事性骨粗鬆症抑制因子としての
L-Arginine（L-Arg）の効果を，骨密度や骨微細構
造解析，骨代謝関連遺伝子発現調節等から評価する
ことを目的とした。
骨粗鬆症は初期には症状がないが，徐々に骨密度
が低下して骨の脆弱性が亢進し，少しの衝撃でも骨
折しやすくなる疾患で，加齢に伴ってその発症頻度
は高くなる。骨粗鬆症での骨折は，大骨頸部や腰
椎（椎体の圧迫骨折）などに多く，これらの骨折は
予後の運動性の低下を招き，寝たきりの原因にもな
る。現在日本における65歳以上の寝たきりの原因
は，1位の脳血管疾患に続き，第2位に骨粗鬆症
骨折となっている。（1）寝たきりになると，その
1～2割が1年以内に死亡し，3割に日常生活動作能
力の低下が見られると言われている。（1）つまり骨
粗鬆症による骨折は，その生命予後に大きな影響を
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TheobjectiveofthepresentstudywastoevaluatethebeneficialeffectsofdietaryL-
Arginineasabone-protectivefactorbasedonthebonemicrostructuralpropertiesandthe
mRNA expressionlevelsofgenesrelatedtothebonemetabolism andL-Argininelevelin
ovariectomized24-month-oldfemaleWistarrats.Theratswerealowedfreeaccesstowater
containing0％（OVX-C）or2％ L-Arginine（OVX-Arg）astheironlydrinkingwaterfor13
weeks.Alratswerefedacommercialstockdietadlibitum duringtheexperimentalperiod.
Nosignificantdifferenceswereobservedinthebodyweights,theresultsofbloodbiochemical
analyses,ortheorganweightsincomparisonsbetweentheOVX-CandOVX-Arggroups.
TheOVX-Arggroupshowed1）higher（butnotsignificantlyhigher）valuesinbone
mineraldensity（BMD）andthebonemicrostructureanalysis,2）significantlyhighermRNA
expressionlevelsofBMP-2,RANKL,Insulin-likegrowthfactor-1（IGF-1）,andCAT-1,which
isatransporterofL-Arg,intheratfemur,3）relativelyhighermRNA expressionlevelsof
estrogenreceptor-・（ER-・）andendotherialnitricoxidesynthase（eNOS）,comparedtothe
OVX-Cgroup.
Theseresultssuggestthatdietary L-Argininepromotesboneremodeling and bone
formationbyincreasingtheER-・eNOSNOsignalingpathwayin24-month-old,ovariectomized
femaleWistarrats.
Keywords:L-Arginine（L-アルギニン），osteoporosis（骨粗鬆症），RT-PCR（リアルタイムPCR），
CAT1（アルギニントランスポーター），rat（ラット）
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与え，患者のQOLを著しく低下させる。
骨粗鬆症の発症には遺伝的素因が証明されている
が，食事内容の適否が決定的な影響を及ぼすことも
明らかにされており，カルシウム，ビタミンK，
イソフラボンの積極的な摂取は骨粗鬆症のリスクを
低下する。これらの栄養素のように，L-Argにお
いても骨粗鬆症抑制効果の解明が進められている。
L-Argはヒトにおいては条件付き必須アミノ酸
であり，タンパク質構成素材や尿素回路の中間体と
しての役割以外に，成長ホルモンやインスリンの誘
導因子，また一酸化窒素（NO）供与体としての生
体内作用が知られている。
L-Argと骨代謝との関係では，L-Argを加えた
培養液で維持された骨芽細胞様ストローマ細胞は，
骨形成マーカーであるアルカリフォスファターゼ
（ALP）やⅠ型コラーゲンの産生を有意に増加させ
ること（2）や，また骨芽細胞のインスリン様成長因
子（IGF-1）の産生を有意に増加させること（3）（4）が
解明されている。しかし，これらの作用機序には未
解明の部分も多く，実験動物やヒトへのL-Arg投
与実験では見解が一致しない点もある。（5）（6）（7）
L-Argの骨に対する作用には一酸化窒素を介し
ていると考えられるものが多い。NOは生体内では
主に一酸化窒素合成酵素（NitricOxideSynthase/
NOS）から産生される。NOの生体内での半減期は
数秒（2～6秒）と短いため，超局所で作用し，ガス
状分子のため，拡散により容易に細胞，組織，臓器
の間を横断する。生体内で代謝されるとNO
・
2 （亜
硝酸イオン）やNO
・
3 （硝酸イオン）となり尿中に排
出される。
L-ArgはNOSの基質となり，NOとL-Citruline
を産生する。NOSには，3種類のアイソザイムが
知られており，それぞれのNOSから産生したNO
は異なる作用を示す。
このうち eNOSは骨組織にも存在し，eNOSノ
ックアウトマウスの骨芽細胞では骨形成活性が低下
し，Estrogenへの応答が低下することがわかって
おり，（3） これは Estrogenが Estrogen receptor
（ER）-・に結合した後のシグナル伝達経路にeNOS
が関与しているためということが解明されている。（7）
よってeNOSのmRNA発現の増加はEstrogenに
よるシグナル伝達を増強し，骨保護作用を示すこと
が考えられる。
またeNOS活性は細胞内のL-Arg濃度ではなく，
細胞外液のL-Arg濃度に依存し，これはeNOSが
L-ArgのトランスポーターであるCAT-1と複合体
を形成しているためとする説（ArginineParadox）（8）
がある。
よって，CAT-1の発現増加はeNOS活性を高め，
骨代謝を促進する可能性が考えられる。しかし，骨
組織でのCAT-1の発現を測定している研究は少な
いため，本研究ではラットに経口投与された L-
Argが直接的に骨組織内のCAT-1発現を促進する
こと，そしてそれがER-・やeNOSと連動し，骨
代謝を促進し骨保護作用を示すかどうかを明らかに
することを目的とする。
実験方法
1）実験動物および食事条件
実験動物は24ヵ月齢Wistar系雌ラットを用い
た。実験にあたっては，本学実験動物委員会の承認
（08-16）を得た。ラットはまずペントバルビタール
麻酔下で卵巣摘除手術（Ovariectomy,OVX）を行
い，骨粗鬆症のモデルラットとした。次にラットを
2群に分け，コントロール群を OVX-control群
（OVX-C）， L-Arg投与群を OVX-Arg投与群
（OVX-Arg）とした。この他に擬手術のみを行い卵
巣を摘除しないSham群（Sham）を設け，卵巣摘
除術の対照群とした。
各群のラットは個別ケージに入れ，空調された動
物飼育施設内で13週間飼育した。飼育期間中，ラ
ットはCRF-1（CharlesRiver製）を自由摂食とし，
OVX-C群およびSham群は水を自由摂取，OVX-
Arg群は2％L-Arginine水溶液を自由摂取とした。
2）体重変化，臓器重量および一般生化学検査
実験期間中に測定した摂食量摂水量から実験期
間終了後に算出した各群の一日摂食量およびOVX-
Arg群のL-Arg摂取量はTable1の通りであった。
実験食期間中はラットの体重を週1回測定した。
また摂食量と摂水量を2週間毎に測定した。実験食
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期間の末期に72時間尿を採尿し，尿中クレアチニ
ン排泄量，尿中タンパク質排泄量を測定した。
実験食期間終了後，ラットをペントバルビタール
麻酔下にて採血殺し，左右大骨，各種臓器（子
宮，心臓，肝臓，腎臓，脾臓）を摘出し，その重量を
測定した。血液は分離剤入り採血管に入れて遠心分
離し，血清を得た。血清は一般生化学検査として総
タンパク質，アルブミン，カルシウム，AST
（Aspartateaminotransferase），ALT（Alaninamino
transferase）を測定した。血清の一般生化学検査に
は市販の分析キット（和光純薬株式会社製）を用いた。
3）骨密度骨微細構造解析
左大骨はX線・CT（LCT-100ALOKA（株））に
より，骨密度および骨微細構造の解析を行った。
4）大骨遠位端における骨代謝関連mRNAの
発現解析
各群のラットの右大骨からTotal-RNAを抽出
した。
右大骨遠位端の成長線から近位端方向に2mm
の位置で切断し，海綿骨リッチな骨片を得た。この
骨片を液体窒素下で破砕し， AGPC法による
Total-RNAの抽出を行った。この Total-RNAを
逆転写し，サンプルとするcDNAを得た。これを
リアルタイムPCR法によって，骨代謝の指標とな
るBMP-2，RANKL，M-CSF，およびL-Argが関
与すると考えられるIGF-1，ArginineTransporter
のCAT-1，eNOS，iNOSのmRNA発現量を測定
した。
5）統計解析
実験データは，一元配置分散分析（ANOVA）を
行い，ANOVAで有意となった数値について，
Studentの t-testにより OVX-C群と OVX-Arg
群間の有意差検定を行い，p＜0.05を有意とした。
結 果
1）体重変化，臓器重量および一般生化学検査
飼育期間中の両群のラットの体重の変化を
Figure1に示した。ラットは手術に伴い初期には
体重が減少し，飼育2週目には両群のラットとも同
程度まで減少したが，その後は回復した。2群間に
有意な差は観察されなかったが，OVX-Arg群で，
コントロール群に比較して体重は大きく増加し，実
験開始時の体重を回復したのち，さらに増加した。
一方でOVX-C群は実験開始時の体重を回復する程
度のレベルに留まった。
臓器重量の結果はTable2に示した。肝臓，腎
臓，心臓，子宮の重量において，2群間に有意差は
観察されなかった。
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Table1 Experimentaldesign
Animal:24-month-old,femaleWistarrats.
Dietarycondition:CRF-1,ad-lib.
OVX:ovariectomy.
Experimentalcondition
Group OVX 2％ Arg Waterintake Argintakefromwater Foodintake
OVX-C
OVX-Arg
Sham
yes
yes
Sham-operation
none
yes
none
g/day
22.9±4.3
24.0±6.0
27.0±4.0
g/day

0.48±0.12

g/day
14.63±0.22
15.49±0.78
16.44±2.08
Nosignificantdifferenceswereobservedonwaterintakeandfoodintake.
Mean±SD.OVX:ovariectomy.
子宮重量は，卵巣摘除をした2群は，Sham群よ
りも低下していた。食事条件の同じ OVX-C群対
Sham群で比較すると，OVX-C群で有意な子宮重
量の低下が起こった。
血清分析の結果はTable3に示した。血清総タ
ンパク質，アルブミン，カルシウム，AST,ALT
において，2群間に有意差は観察されなかった。
AST,ALTでは正常値よりも高値を示したが，こ
れは24カ月齢のラットを用いたためと考えられた。
尿中タンパク質排泄量および尿中クレアチニン排
泄量の結果はTable4に示した。2群間に有意差は
観察されなかった。
以上より，体重，臓器重量，尿血清の一般生化
学検査値のいずれも本実験条件下におけるL-Arg
投与による異常値は観察されなかった。
2）X線μCTによる骨密度骨微細構造解析
左大骨における骨密度骨微細構造解析の結果
はTable5に示した。2群間に有意差は観察されな
かった。次のような傾向が観察された。
皮質骨厚，皮質骨面積，皮質骨体積，皮質骨塩量
において，OVX-Arg群はOVX-C群に比較して高
値を示す傾向が観察された。一方で，海綿骨面積，
海綿骨体積，海綿骨塩量でOVX-Arg群はOVX-C
群に比較して高値を示す傾向が観察された。しかし
骨梁密度では OVX-Arg群は OVX-C群に比較し
て高値を示す傾向が観察された。全骨体積，全骨塩
量では OVX-Arg群は OVX-C群に比較して高値
を示す傾向が観察された。
3）骨代謝関連mRNAの発現解析
右大骨遠位端におけるmRNA発現解析の結果
はFigure2に示した。
骨代謝の指標となる骨形成系遺伝子BMP-2では，
OVX-Arg群はOVX-C群に比較して有意な高値を
示した。
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Figure1 Changesinbodyweightof24-month-oldfemalerats
Nosignificantdifferenceswereobserved.
Table2 EffectsofdietaryL-Argonorganweightin24-month-oldfemalerats
Group Liver Kidney＊ Heart Uterus
n g/kgBW
Sham
OVX-C
OVX-Arg
5
7
5
37.2±8.3
32.7±4.2
31.9±2.6
3.69±0.37
3.71±0.30
3.65±0.30
3.09±0.59
2.71±0.29
2.85±0.29
2.53±0.67
2.11±0.43
1.83±0.59
Nosignificantdifferenceswereobserved.Mean±SD.
＊:Rightkidney.
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Table3 EffectsofdietaryL-Argonbloodcomponentsin24-month-oldfemalerats
Group n TP ALB Calcium AST ALT
Sham
OVX-C
OVX-Arg
5
7
5
g/100mL
6.1±1.5
5.4±0.7
6.1±1.0
g/100mL
4.5±0.3
4.5±0.4
4.4±0.1
mg/100mL
10.9±0.4
11.0±0.8
10.5±0.6
U
189±97
119±30
199±65
U
54±13
82±13
87±25
Nosignificantdifferenceswereobserved.Mean±SD.
Table4 EffectsofdietaryL-Argonurinecomponentsin
24-month-oldfemalerats
Group n Totalproteinexcretion Creatinineexcretion
g/kgBW/day
Sham
OVX-C
OVX-Arg
5
7
5
1.68±0.76
1.14±0.46
1.46±0.77
32.7±4.2
30.0±5.7
30.2±4.0
Nosignificantdifferenceswereobserved.
Mean±SD.
Table51 EffectsofdietaryL-ArgonfemoralBMDandmicrostructurein24-month-oldfemalerats
TotalBMD
（mg/cm3）
CorticalBMD
（mg/cm3）
CancelousBMD
（mg/cm3）
Sham
OVX-C
OVX-Arg
892.0±70.8
885.8±75.2
920.9±126.5
1230.7±19.6
1212.9±30.7
1214.8±25.3
527.82±65.33
544.06±78.51
544.90±119.44
Corticalthickness
（cm）
Corticalbonearea
ratio
（％）
Trabecularbone
arearatio
（％）
Minimum cross-sectional
momentofinertia
（mgcm）
Sham
OVX-C
OVX-Arg
0.0507±0.0067
0.0491±0.0062
0.0576±0.0169
52.05±5.93
51.48±6.41
58.10±14.24
76.0±5.7
78.3±6.5
75.0±9.9
1.02±0.11
1.00±0.12
1.09±0.07
Polarmomentof
inertia
（mgcm）
TrabecularBMD
（mg/cm3）
SemitotalBMD
（mg/cm3）
Corticalbonearea
（cm2）
Sham
OVX-C
OVX-Arg
3.10±0.31
3.03±0.36
3.35±0.27
641.6±55.6
647.7±63.1
668.0±92.5
987.2±54.7
972.1±57.0
1014.0±80.4
0.0553±0.0072
0.0553±0.0081
0.0650±0.0162
Cancelousbone
area
（cm2）
Totalbonearea
（cm2）
Trabecularbone
area
（cm2）
Semitotalbonearea
（cm2）
Sham
OVX-C
OVX-Arg
0.0508±0.0059
0.0520±0.0072
0.0468±0.0160
0.106±0.004
0.107±0.006
0.112±0.003
0.0386±0.0055
0.0407±0.0064
0.0343±0.0099
0.0939±0.0069
0.0960±0.0090
0.0993±0.0085
Nosignificantdifferenceswereobserved.Mean±SD.
BMD:Bonemineraldensity
―24―
Table52 EffectsofdietaryL-ArgonfemoralBMDandmicrostructurein24-month-oldfemalerats
Corticalbone
volume
（cm3）
Cancelousbone
volume
（cm3）
Totalbone
volume
（cm3）
Trabecularbone
volume
（cm3）
Sham
OVX-C
OVX-Arg
0.209±0.028
0.207±0.031
0.245±0.061
0.192±0.023
0.195±0.028
0.176±0.060
0.401±0.019
0.401±0.027
0.421±0.014
0.146±0.021
0.152±0.025
0.129±0.038
Semitotalbone
volume
（cm3）
CorticalBMC
（mg）
CancelousBMC
（mg）
TotalBMC
（mg）
Sham
OVX-C
OVX-Arg
0.355±0.028
0.359±0.037
0.374±0.033
257.2±37.1
250.7±37.5
296.4±70.5
100.6±13.2
105.1±17.0
91.2±20.5
357.9±38.9
355.8±41.6
387.5±55.4
TrabecularBMC
（mg）
SemitotalBMC
（mg）
Planebonearea
（cm2）
Bonewidth
（cm）
Sham
OVX-C
OVX-Arg
93.40±14.27
98.46±18.30
84.12±19.13
350.6±40.2
349.2±43.5
380.5±58.9
1.55±0.06
1.58±0.06
1.59±0.04
0.411±0.014
0.422±0.014
0.423±0.008
Nosignificantdifferenceswereobserved.Mean±SD.
BMC:Bonemineralcontent BMD:Bonemineraldensity
Figure2 EffectsofdietaryL-ArgonfemoralmRNA expressionin24-month-oldfemalerats
＊:expressedsignificantdifferenceatp＜0.05.
骨吸収系遺伝子 RANKLでは OVX-Arg群は
OVX-C群に比較して有意な高値を示した。同じく
骨吸収系のM-CSFは，有意差はないもののOVX-
Arg群は OVX-Sham群に比較して 57.1％ の高値
を示した。
L-Argが関与すると考えられる遺伝子の中では，
IGF-1および CAT-1の mRNA発現において有意
差が観察された。ER-・とeNOSでは，有意差はな
いものの OVX-C群に比較して OVX-Arg群で，
それぞれ 70.5％，85.6％ の高値を示した。また
iNOSでもOVX-C群に比較してOVX-Arg群で増
加傾向を示し，その増加率は148.4％であった。
考 察
1）体重変化，臓器重量および一般生化学検査
ラットに卵巣摘除術を行ったことによって，子宮
重量はSham群よりもOVX-C群，OVX-Arg群と
もに低下していた。すなわち，卵巣摘除によって，
ラットはEstrogen欠乏状態を引き起こし，子宮が
委縮したと考えられた。よって，卵巣摘除術は正確
に行われたものとした。
また，体重変化，臓器重量，尿血清の一般生化
学検査値のいずれも本実験条件下におけるL-Arg
投与による異常値は観察されなかったことから，L-
Arg摂取による各種臓器への障害はなかった。
2）骨密度骨微細構造に対する影響
骨密度は，骨強度や骨疾患の主な指標である。し
かし例えば骨粗鬆症の場合，骨折の原因を骨密度の
変化だけでは十分に説明できないといった問題があ
ったため，骨強度の新たな指標が必要とされ，近年
では「骨質」という指標が取り上げられてきた。
骨質とは骨強度を表す骨密度以外の支配因子で，
骨微細構造，骨細胞機能と骨代謝マーカー，骨の細
胞と基質成分の形態，骨コラーゲン架橋パターン，
アパタイト/コラーゲン配向性などで評価され，骨
粗鬆症の原因は70％は骨密度，30％は骨質が関与
していると考えられている。
本研究において左大骨の骨密度および骨微細構
造解析では，各指標において有意差は観察されなか
った。
卵巣摘除によってEstrogenの欠乏が起こると，
Estrogenによって抑制されていた骨吸収が高まり，
ラットは骨粗鬆症を引き起こす。
本研究において，卵巣摘除をした OVX-C群は
Sham群と比較して骨密度の有意な低下や骨微細構
造の有意な変化は予想に反してほぼ観察されなかっ
た。骨はそもそも他の臓器に比較してturnoverの
期間が長く，長期の飼育期間を設けないと各種処置
の効果は表れにくい。本研究では13週間という十
分な飼育期間を設けたが，24ヵ月齢の老齢ラット
を用いたため，そもそも骨代謝が低下しており，骨
代謝の応答が鈍かったものと考えられる。
3）大骨遠位端におけるmRNA発現解析
OVX-C群は，Sham群と比較してもRANKLや
M-CSFの発現の増加は観察されないことから，卵
巣摘除による骨吸収の亢進は予想に反してほぼ観察
されなかった。これは骨密度骨微細構造の解析結
果と一致し，同じく加齢による骨代謝の低下から，
骨代謝応答が鈍かったためと考えられる。
一方で OVX-Arg群は， BMP-2,RANKLが
OVX-C群に比較して有意に増加していることから，
骨形成および骨吸収の両方が亢進している，つまり
骨代謝全体が高まっていると考えられる。さらに，
IGF-1が有意に増加していることから，OVX-Arg
群はL-Arg摂取によって骨形成が高まっていると
いえる。
また，eNOSと複合体を形成しているL-Argの
トランスポーターのCAT-1も有意に増加し，有意
差はないものの ER-・と eNOSも増加傾向にある
ことから，OVX-Arg群の骨組織では，L-Arg摂
取によって，細胞外液から骨組織へのL-Arg輸送
を促進し，ER-・－eNOS－NO経路のシグナルを増
強し，骨形成を高めていることが示唆された。
この一方で，有意差はないもののiNOSの発現も
高まっていることから，骨吸収も亢進している可能
性が考えられるが，これは RANKLや M-CSFの
発現と一致する結果であった。
以上より，本実験条件におけるL-Arg摂取によ
って，ラットの骨組織では骨代謝全体が亢進し，L-
Argの骨組織への吸収を促進し，ER-・－eNOS－
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NO経路のシグナル伝達を増強している可能性が示
唆された。
まとめ
本研究では24カ月齢ラットに卵巣摘除を行い，
骨粗鬆症のモデルラットとした。これらのラットに
L-Arg水溶液を自由摂取として13週間飼育した。
その結果L-Arg投与群は，コントロール群に比
較して，1）体重変化，臓器重量，尿血清の一般
生化学検査において障害は観察されなかった。2）
左大骨の骨密度および骨微細構造では有意差は観
察されなかった。3）骨組織におけるmRNA発現
調節に対しては，骨代謝全体を亢進させ，かつ骨形
成を促進する IGF-1の発現や，CAT-1，ER-・，
eNOSの発現を増加させ，Estrogenのシグナル伝
達経路であるER-・－eNOS－NO経路を増強させ
る傾向が観察された。
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